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Bacillus subtilis to bakteria, ktorej znaczenie dla mikrobiologii jako organizmu modelowego,
a takze dla biotechnologii jako organizmu produkcyjnego jest powszechnie znane i istotne.
Szczepy Bacillus subtilis wystepuja w srodowisku powszechnie, mozna je takze znalezé w sktadzie
mikrobiomu jelita cztowieka. Wazng cecha tej bakterii jest zdolno$¢ do formowania wysoce
odpornych form przetrwalnikowych — endospor. Formy te pozwalaja przetrwaé bakteriom w
niesprzyjajacych dla rozwoju warunkach srodowiska, czesto w ekstremalnych temperaturach, w
$rodowiskach ubogich w skladniki pokarmowe i wode, a takze przyczyniaja si¢ do
rozprzestrzeniania si¢ w przyrodzie. Jak wykazano, przetrwalniki Bacillus sa najtrwalszymi
strukturami komorkowymi wytwarzanymi przez Zywe organizmy na Ziemi, co powoduje, ze s3 w
stanie przetrwa dziatanie wysokich temperatur, ekstremalnych ci$niefi, prézni kosmicznej,
promieniowania UV. Ta wlaénie tematyka, obejmujgca zagadnienia z obszaréw genetyki i
biologii molekularnej Bacillus subtilis oraz procesu kietkowania spor Bacillus, a takze
wykorzystania ich jako wektorOw przenoszacych dowolne antygeny jest przedmiotem
aktywnosci badawczej naukowcow z Zakladu Mikrobiologii Molekularnej kierowanego przez
Pana prof. dr hab. Michata Obuchowskiego - promotora pracy doktorskiej Pani mgr Marty
Hubisz.

Rozprawa doktorska Pani mgr M. Hubisz wpisuje si¢ doskonale w tematyke prac
naukowych realizowanych przez Zespét Prof. dr. hab. M. Obuchowskiego. Promotorem
pomocniczym rozprawy doktorskiej jest Pan dr hab. Adam Iwanicki, ktéry od lat jako czlonek
Zespotu realizuje badania nad wykorzystaniem przetrwalnikoéw Bacillus w procesie
immunizacji cztowieka i zwierzat.

Dysertacja ma forme¢ klasyczng i sklada si¢ z nastgpujgcych rozdziatow: Streszczenie,
Wstep — omawiajgcy bardzo szczegdtowo badania nad procesem kietkowania u bakterii, Cel
pracy, Wyniki, Dyskusja, Materiaty, Metody, Bibliografia (ponad 200 pozycji) oraz Zalaczniki
opisujgce zestawienie sekwencji aminokwasowych biatek A bakterii przetrwalnikujacych.

Cato$¢ pracy to 118 stron tekstu z tabelami i rycinami.



Punktem wyjsciowym pracy doktorskiej mgr Marty Hubisz byly wczesniejsze wyniki badan
Pana Prof. M. Obuchowskiego i wspotpracowniké6w, ktorzy w 2018 roku wykazali, ze elementy
299 i 302 podjednostki GerA A sa istotne dla prawidfowego funkcjonowania procesu kietkowania
u Bacillus subtilis przy udziale receptora kietkowania GerA. Obiektem badawczym tej rozprawy
sa wiec bakterie gramdodatnie Bacillus subtilis i szczegbtowa analiza procesu kietkowania tej
bakterii. Jednak ze wzgledu na to, Ze receptory kielkowania Ger sg biatkami transblonowymi,
ukrytymi przed $rodowiskiem zewnetrznym w strukturach przetrwalnika, a takze nie wykazuja
podobienstwa do znanych molekut, zaréwno pod wzgledem budowy jak i funkcji, zastosowanie do
badan wielu standardowych procedur badawczych jest mocno utrudnione badz niemozliwe. To
wszystko powoduje, Ze biatka kietkowania, a w tym GerA, sg wcigz stosunkowo slabo poznane.
Mimo przewidywanych trudnosci metodycznych doktorantka postawita jasne cele badawcze i
postanowila je zrealizowaé. Problemem wyjsciowym dla badan byla ocena mozliwosci
wizualizacji wszystkich biatek kodowanych w operonie gerA. Kolejne wyznaczone zadanie
badawcze to wykazanie wptywu pozycji P324 receptora Ger A w biatku A. Zbadanie poziomu
ekspresji genéw operonu gerA w szczepach z réznym tlem genetycznym i réznymi konfiguracjami
w ufozeniu genéw operonu oraz powigzaniem tego z efektami fenotypowymi obserwowanymi w
procesie kiefkowania to ogoélna charakterystyka kolejnego zadania. Docelowo Doktorantka
postanowita zaproponowaé mozliwy sposéb dziatania kompleksu receptora GyrA w procesie
inicjacji kietkowania przetrwalnikéw Bacillus subtilis. Czg$¢ wynikowa pracy jest poprzedzona
obszernym wstepem, na ktéry chciatbym zwrocié szczeg6lna uwagg, albowiem zostat on napisany
bardzo wyczerpujacym i tadnym stylem, dzigki czemu przeczytatem go z duza przyjemnoscig. Z
punktu widzenia Redaktora czasopisma mikrobiologicznego uwazam, ze wstep ten moglby z calg
pewnoscig by¢ wydany jako $wietna praca przegladowa na temat kielkowania spor Bacillus
subtilis. Wigkszo$¢ przedstawionych wynikéw opatrzono informacjami wstepnymi, pomagajacymi
wejscie w skomplikowane meandry regulacji genetycznej w procesie kietkowania.

Analiza mutacji pozycji P324 w bialku A receptora GerA i ich wplywu na jego dzialanie
obejmuje znaczng czes$é pracy eksperymentalnej tej rozprawy doktorskiej. Realizujac postawione
cele badawcze Pani mgr Marta Hubisz zastosowala szeroki wachlarz metod i technik
eksperymentalnych zakresu mikrobiologii, biochemii, biologii molekularnej i bioinformatyki.
Wykazujac si¢ doskonalym opanowaniem zastosowanych technik Doktorantka wykazala
ewidentnie, ze mutacje te powodujg znaczace zmiany w dziataniu receptora. Analizy kietkowania
przeprowadzone na przetrwalnikach szczepow P324S i P324G pokazaly, ze receptor nie tylko nie
odr6znia germinantu od inhibitora, ale rowniez zanikt efekt regulacji wydajnosci kietkowania
przetrwalnikéw przez zmiang stgzenia germinantéw (L-alanina, L-walina). Wryniki te sugeruja,
ze mutacja w pozycji P324 biatkka A powoduje zmian¢ konformacji biatka na stale

aktywng. Tak wiec wykazano, ze podobnie, jak wczesniej opisana mutacja P3256, takze



przez Doktorantke badane mutacje doprowadzaja do zmiany zachowania si¢ receptora
kietkowania. W kolejnym etapie pracy doktorskiej probowano okresli¢ zwiagzek miedzy
ekspresja gendéw operonu gerA a dzialaniem receptora. Nalezy uzna¢ te badania za
nowatorskie, albowiem brakuje weiaz w literaturze danych na temat transkrypcjl operonu
gerA i jego translacji s3 jeszcze bardziej ograniczone niz dane strukturalne na temat biatek
tworzacych kompleks receptora. Przeprowadzono analiz¢ ekspresji genow operonu gerA i
wykazano, ze poziom transkryptu dla poszczegblnych gendéw operonu r6zni sie. Jednak
przedstawiona W pracy analiza nie byla w stanie rozr6zni¢ transkryptow z nici koduj acej 1
komplementarnej, przez co obserwowano prawdopodobne zawyzenie sygnalu w
przypadku gerAB i gerAC. W obecnym stanie metodycznym nie dato sig uzyska¢ pelnej
informacji o rzeczywistym przebiegu procesu. Nieoczekiwanym wynikiem stato sie to, ze
prawie zawsze Najwyzszym pozmmem ekspresji charakteryzowat sic gen gerAB,
niezaleznie od badanego szczepu €zy punktu czasowego analiz. Wynik ten pozostaje W
calkowite] niezgodzie z aktualng literaturg, ktora na temat receptora GerA zaklada
réwnocenna ekspresj¢ genow operonu, a tym samym podobng ilos¢ powstalych bialek.
Brak oczekiwanych wynikow zostal dobrze wyjasniony przez Doktorantke z duzym
prawdopodobienstwem mozliwoéci wystepowania w tym niezwykle skomplikowanym
systemu regulacji genetycznej. Mechanizm dziatania kompleksu biatek GerA zostal
przedstawiony w modelowo w dyskusji pracy, gdzie Doktorantka przy pomocy licznych
schematow starata si¢ w miar¢ mozliwosci wyjasni¢ te mechanizmy. Ale ciekawy jestem
w jakim stopniu mozliwe jest inne wytlumaczenie tego niespodziewanego wyniku?
Drugie pytanie do doktorantki jest w sasadzie techniczne. Opisujgc mozliwosci detekeji
biatek produktow badanego operonu Doktorantka wskazuje na niemozliwos¢ oceny ich
zréznicowania. Czy probowano zastosowaé technike Western w wersji dot-blot? Jaka jest
opinia Doktorantki w tej kwestii, albowiem bardzo ciekawe byloby niewatpliwie
poréwnanie ilosci biatek w badanych szczepach wzglgdem danych literaturowych. Wysoki
poziom przeprowadzonych eksperymentow, t6znorodno$é i nowoczesnosé zastosowanych
technik, a wreszcie nowatorstwo podejécia i rozwigzan badawczych zastosowanych przez
Doktorantke w wyjasnianiu zjawisk biologicznych zastuguja na pozytywng ocene. Praca ma
charakter poznawczy, a takze z punktu widzenia mozliwosci zastosowania szezepéw Bacillus
subtilis w biotechnologii, ma takze charakter aplikacyjny. Moim zdaniem najwazniejszymi
osiagnigciami naukowymi Doktorantki jest:

1. Skonstruowanie plazmidow rekombinowanych i sprawne przeprowadzenie

precyzyjnej mutagenizacji operonu gyrA.



2. Udowodnienie bez zastrzezefi, ze geny a,b, ¢ operonu gerd charakteryzuja si¢
zréznicowanym poziomem i czasem ekspresji, co moze przyczyniaé si¢ do réznic w
poziomie wydajnosci kietkowania przetrwalnikow za posrednictwem receptora GerA.

3. Opisanie na podstawie uzyskanych wynikow mozliwego modelu procesu kietkowania
spor u Bacillus subtilis.

7. obowiazku recenzenta zaznaczam, ze drobne uwagi edytorskie zaznaczylem w tekscie

rozprawy doktorskiej i nie majg one zadnego znaczenia dla oceny tej pracy doktorskiej.

Stwierdzam réwniez, ze wyniki opisane w rozprawie doktorskiej mgr M. Hubisz nie zostaly

dotychczas opublikowane. Cheiatbym takze dowiedzieé sie o planach Doktorantki w tym

wzgledzie podczas obrony.
Reasumujgc stwierdzam, ze przedstawiong mi do recenzji prace doktorska mgr Marty

Hubisz oceniam bardzo pozytywnie i uwazam, ze speinia ona w pelni wymogi stawiane

rozprawom doktorskim. Doktorantka zrealizowata postawione przed Nig cele naukowe, przy

zastosowaniu wielorakich podejé¢ badawczych oraz roznorodnych metod z zakresu mikrobiologii,
biochemii, biologii molekularnej oraz bioinformatyki.
W zwiazku z powyzszym, stawiam wniosek do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne

Uniwersytetu Gdanskiego o dopuszczenie mgr Marty Hubisz do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Warszawa, 29. 06. 2022 r. Prof. dr hab. Jacek Bielecki



